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論 文 内 容 要 旨
コク シ ジウム症 は古 くか ら知 られ たニ ワ トリの重 要 な伝 染病 の… つ であ るが、 多数 の疫学的,免 疫学的
研究 の成 果や 、相 次 ぐ薬剤 の開 発 ・応 用,普 及 に もか かわ らず 、今 なお世界 各地 に広 ぐ分布 し、 養鶏界 に
多大 の被 害を 与え てい る。 それ は、 太病 の原 因 であ るE・ 駕 γ語 属 の原虫 が 消化 管粘 膜 の細 胞 内に寄 生 し
て発 育,増 殖 し、 ま た、 複雑 な発 育環を 有す る ため、 その生 理 学的研 究 が遅 れ、 病原性 に関与 す る因子 の
究 明が ほ とん ど なされ なか った ことに よる もの と思われ る。 この研 究の隆 路 の… 部は 、近 年、太 原 虫の発
育鶏 卵 内培 養や 組織 培養 法 の開発 に よ り除 去 され たが、 それ らは主 に薬剤 の効 力検 定 に利 用 され 、病 原性
の陶 題 には ほ とんど 触れ るこ とはな く、 ただLong(1972)が 、発 育 鶏卵 内培 養を 累代繰 り返 した
脹 配・γ苑6・ 昭 〃 ・ は粘膜 内で の寄 生 部位や 原 虫の 形態が 変化 し、 病原性 が低 下 す るこ とを報 じた程 度
であ った。
そ こで 著者 は まずLongの 実験 を 追 試 し、 そ こで得 た知見 か ら発 育鶏 卵 内継代 株 の病 原性 の低 下 は スホ
ロゾイ トの活 性 の低 下に起 因 す る と推測 して実 験を行 い、以 下 の よ うな知見 を得 た。
1,左.琵 配 〃 αK-2株 の 発 育鶏 卵 内培養 条件
発 育鶏 卵内 の8.彦 … 〃 如 の増 殖 は、 供試 す る卵の系統 や原 虫株 によ り異 な るこ とが 知 られ てい るの
で、 まず 著考 は、 水 論文 の研 究に終 始供 試 す るE.`¢ π¢〃 ・K-2株 と白色 レグホ ン種 イ ワヤ505系
の 種 卵を 用 い、太原 虫 の増殖 に適す る諸条 件を 検索 した。
そ の結果・、37℃ で 瞬卵 した9～12日 令 の発 育鶏 卵の 尿液腔 内 に、1×103個 の無 菌 スホ ロゾイ ト
を接 種 し、41℃ で7～9日 闇 培養 す る と、 その漿 尿膜 お よび 尿液 腔 内沈 澱物 中に多数 の オ ー シス トが
産生 され 、 これ を回 収 して脱 殼 す る と発 育鶏卵 内 で本原 虫を継 代 す るに十分 な量の スボ ロ ゾイ トを採取
し得 るこ とが明 らか とな った。
またこの条 件 下で は、 スボ ロ ゾイ ト接種後48時 間で成 熟初 代 シゾ ン トが、72時 闇 で未成 熟2代 シ
ゾ ン トが 、96時 聞 で成 熟2代 シ ゾ ン トが 出現 しは じめ、 ガ メ ー トお よび オ ー シス トは接 種後144時
間か ら観 察 され た(表1)。
2継 代橡 の発 育鶏卵 お よび ヒナに対 す る病原性
上記の 培養 法を用 い て本原 虫 の発 育鶏 卵 によ る継代 を50代 以 上に わ た って行 ったが、 この間 の オ ー
シ ス トの産 生数 や、 感染 に よ る鶏胎 児の 致死 率は、 ともに、各 代 毎に 変動 して一定 の傾 向を示 さず、 本
源 虫が 発育鶏 卵 に馴 致 した様 相 はみ られ なか った(図1)。
しか し、発 育 鶏卵で45代 継代 した オ ーシ ス トを10日 令 の ヒナ に経 口接種 し、 本原 虫の 発 育,増 殖
と ヒナに及ぼ す 影響 を、未 継代 の オ ーシ ス ト接 種時 の それ と比 べ た と ころ、 オ ー シス トの産 生数 には差
は認 め られ なか った が、 前者 は後者 よ り盲腸 におけ る病 変や 貧血 の程 度が 軽 く、 また増体 量,飼 料 摂取
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量 ・餌料 効率 共に大 き く、継 代株 は ヒナに対 す る病 原性 が 明 らか に低 下 した ことを知 った(表 一2)。
また、51代 継代 株 も未 継代株 に比べ 、 ヒナ冒腸 に与 え る傷害 が軽 度 な ことを確0・めたが、この際 の
盲腸 内に おけ る原 虫 の発育 過程 を調 べ た とこ ろ、 シ ゾン ト,メ ロ ゾイ ト,ガ メ ー ト,オ ー シス トの 出
現時 期や形 態,寄 生 部位 など には 両株 で差 は認 め られ ず、 それ らの発 育過 程に 質的 な相 異 はな い こと
が明 らか とな った。
この知 見 と、 彦.惚 麗 〃 αに よる病 変は主 と して その無 性 生殖 時 に起 因す る とい う従来 の知見 とを
併せ 考え ると、継代 株 の ヒナに対す る病 原性 の低 下 は、 この過程 の原 虫 の増殖 の 劣下 によ る もの と思
われ る。
3,ス ポ ロゾイ トのPAS陽 性 穎粒 の代謝
上 述の ことは、継 代'株は感 染初期 に おけ る原 虫の 活性 に変 化が起 きてい るこ とを考 え させ るもの で
あ る。
そ こで、本 原 虫の 宿主細 胞 への 侵入 の第1段 階 を担 うスポ ロ ゾイ トの活 性 に注 目 し、 そのエ ネ ル ギー
源 と考え られ て い る虫体 内多糖 体 の代 謝 を調べ るこ とと した。
従来 、 スポ ロ ゾイ トの 貯蔵 多糖体 は、細 胞化 学的 にはPAS陽 性 穎粒 と して、生 化 学的 には アミロペ
クチ ンと して知 られて い たが、 著 者 は まず 、顕 微測 光を 用 いて、 太 穎粒が ア ミロペ クチ ン様 多糖 体 で
あ る ことを確 認 し、 その 含有量 をPAS指 数(図2)で 示 す こと とした。 つい で、 ヒナ由来 の スポ ロ
ゾイ トのPAS陽 性 穎粒 の 乙π ひ舜 γ・で の代 謝、合 成 に 関す る検 索を行 い、 新鮮 ス ポロ ゾイ トを α1
MpH7.0リ ン酸 緩衝 液 に浮 遊 して飢餓 させ る と、0℃ ～41℃ の間 では 高温 ほどPAS陽 性 顯 粒の
減少 が速 く、 これ につれ て生存 数 が低下 す るが、 この顯 粒の減 少 は、 あ らか じめ グル コ ー ス、 フ ラク
トー ス,マ ル トー ス,マ ンノ ースなどを 添 加す る こ とに よ り抑制 され るこ と、 また、飢 餓 によ るPA
S陽 性 穎粒 の減 少 し た スポ ロ ゾイ トに グル コ ー ス,フ ラ ク トー スを添 加 して培 養 して も、生存 数 やP
AS指 数 の低下 が 抑制 され 、飢 餓 の条件 に よ ってはPAS陽 性 顯 粒の 増加 さえ 認め られ る ことなどを
知 った(図3)。
以 上の こ とは スポ ロ ゾイ トは 貯蔵 多糖体 を利 用 して生存 す るが、 虫体外 の糖 を取込 み、 これ に代替
す る とともに 、貯蔵 多糖 体 と して も合 成 し得 るこ とを示 唆 して いる。
そ こで、14C一 グ ル コー スを 用 いて、 この こ とを確かめた ところ、新鮮 スポ ロ ゾイ トは これ を活 発に
取込 み、CO2と して放 出す る こと、 多糖体 への グル コ ースの合 成 は新鮮 スポ ロゾイ トよ り飢餓 スポ
ロ ゾイ トで 著 明で あ るこ とが明 らか とな った(表3)。 ま た、 その オー トラ ジオ グ ラフ ィーの襯 察か
らそれ がPAS陽 性 穎粒 内 に組 込 まれ る ことが確 かめ られ た。
従来 、E厩 ・γ砲 の ス ポ ロ ゾイ トは細 胞 内 侵入後 に 、 多 糖 体 そ の 他 の 成 分 を 合 成 す る と考 え
られ て い た が 、 上 述 の 知見 は 細 胞 外 に お い て もそ の合 成 を 行 うこ とを 初 め て 明 ら か に し た も の
で あ る。
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4ス ポ ロ ゾイ トのPAS陽 性 穎 粒の役 割
前項 の実験 で スポ ロ ゾイ トの生存 性 はPAS陽 性 穎粒 の多 寡 と関連 す る ことを知 り、 また飢餓 条件
下 の 温度感作 によ り本 穎 粒含 有量 を適 宜 に制御 し得 るこ とを 知 ゐた。 そ こで、 スポ ロ ゾイ トを 異な る
温度 で16時 間感 作 し、PAS穎 粒含 有量 を変 えて、 そ の 編 〃記 γ・で の運 動性,培 養細 胞 に対す る
侵入 性.発 育鶏 卵に対 す る病原 性 を調 べ た。
その結果 、 スポ ロ ゾイ トは4℃ 下 で は運 動性 を示 さな いが、 ヒナ体温 に近 い高 温 ほど 活発 に運動 し、
この温度 感 作 でPAS指 数 が 著 し く低 下 した スボ ロ ゾイ トは、 ほ とん ど運 動 性 を示 さ ない ことを知 っ
た。
つ いで、0℃,29℃,37℃,41℃ で感作 したス ポ ロゾイ トを 培養 ニ ワ トリ腎細 胞 に1時 間 接
触 させ、PAS指 数 と細胞 へ の侵入 性 との 関係 を 調べ た とこ ろ、 両者 間 には高 い 正の 相関 が認 め られ、
指数0,4にPAS陽 性 顯粒 含有 量の低 下 した ス ポロ ゾイ トの細 胞侵 入 性 は認め られ な か った(図4)。
しか し、同 様 の スポ ロ ゾイ トを発 育鶏 卵 に接種 して、 その致死 率や産 生 オ ー シス ト数 を調 べた ところ
これ らとPAS指 数 の間 に は このよ うな相 関は 認め られず 、PAS指 数1,1以 上 の スポ ロ ゾイ トは 同
様 の病 原性 を示 し、 ただPAS指 数 α1と ほ とん ど貯 蔵多 糖体 の検 出 され なか っ た41℃ 感作 ス ポ ロ
ゾイ トに のみ 明 らか な病原性 の低下 が 認め られ た(図5)。
以 上の ことは、 スポgゾ イ トは、 ヒナ体 温 に近 い4!℃ では 活発 に運動 し、貯 蔵 多糖 体を 速や か に
消 費す るが 、 それ を 著 し く消費 す る と運 動性 を失 い、発 育鶏卵 に対 す る病原 性 が低下 す る こ とを示 す
もの と思われ る。 なお、 培養細 胞 と発 育鶏 卵でのPAS指 数 と スポ ロ ゾイ トの活 性の相 関性 の相 異は
主 と して スポ ロ ゾイ トと細 胞 との接 触時 間 の差 によ る もの と思 われ る。
この よ うに ス ポ ロ ゾイ トの 貯蔵多 糖体 は病原 性 の維持 に重 要 な役割 を 担 うが、 これ を別 の 角度 か ら
確 か め る ため、 寄生 部 位 を 異にす るニ ワ トリ由来E諭 ・・ぬ の新鮮 ス ポロ ゾイ トのPAS陽 性顯 粒 の
含 有量 を比 べ た とこ ろ、 盲腸 に寄生 す るE.島 π2〃αのPAS指 数 は最 も高 く、小腸 中部に 寄生 す る
E.尻 側 諭 αは それ に つ ぎ、 小 腸上 部に 寄生 す るE.α ・・γ協 ♂ぬ α,E.ん αgα冠 の それ は最 も低い こ
とを知 っ た。 自然 感染 時 には 君翻 ¢γぬ の ス ポロ ゾイ トは一般 に小腸 上部 で スポ ロンス トか ら遊出 す
るか ら、 寄生 部位 に到 達 、侵 入 す るの に多:量の エネル ギーを 要 す る スポ ロゾイ トほど 多量 の 貯蔵 多糖
体 を 有す るもの と思 われ る。
5継 代 株 のPAS陽 性 穎粒 と ヒナに対 す る病原 性
この よ うに スポ ロ ゾイ トの貯 蔵 多糖体 が 、その病原性に関与 す ることが明 らか とな ったの で、発 育鶏
卵 内継代 株 にみ られ た ヒナに対 す る病原 性 の低下 もこれ と関 連 があ る もの と考 え、継 代50代 の スポ
ロ ソイ トのPAS陽 性 穎粒 の含 有量:とその代 謝 を調べ た と ころ、未 継代 の それ と比 べ、PAS指 数は
明 らか に低 く、37℃ 飢餓 時 にお け るその 消費 も速 い ことを 知 った(図6)。
これ は、 ヒナ体 内に おいて も、 ス ポ ロゾィ トを 飢餓状 態 に保 てば継 代 株の 病原性 は よ り低 く表 現 さ
れ る こ とを示 唆 して い る。 そこで、 接種 前後絶 食 して 消化 管 内を 空虚 に した ヒナ と、 不断給 餌に よ り
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飽食 状 態 に した ヒナ とに、継 代51代 と未継 代 の オ ー シス ト1×104個 を 接種 し、 両 株の腸 病変 を比
べ た と ころ、飽 食時 接種 で は、 ヒナの感 染 の程度 が重度 で、 両株 間 に差 は認 め られ なか った が、絶 食時
接種 で は、継 代橡 によ る腸病 変 は未 継代 株 の それ よ り明 らか に軽 度 であ るこ とを 知 った(表4)。
これ らの ことは、 貯蔵 多糖 体 の 含有量 が 少 ない 発育鶏 卵 内継代 株 の ス ポロ ゾイ トは、利 用 し得 る外 因
性の 基 質の 少 ない絶 食時 の ヒナの 消化 管内 では 貯蔵 多糖 体を 速や か に消 費 し、 その活 性が 衰 え、 飽食 ヒ
ナに接 種 した場合 よ り病 原性 が 低 く現わ れ る こ とを 示 して い る。
以 上の 知 兄は、8.'・ ㍑ 〃 α スボ ロ ゾイ トのPAS陽 性 顯 粒は その 活性 の維持 に利 用され 、感 染成 立
に 直要 な 役割 を 担 うこ とを明 らか にす る と共 に、 その 瓢粒 の 含有 雛や代 謝速度 が 発 育鶏卵内 継 代株 の病
原性 の 低 卜'の一因で あ る ことを示 す もの で、 従来 推 測 され てい た β切・げ 辺 の 貯蔵 .多糖体 の 意 義を よ り
具 体的 に示 したもの と思われ る。
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スポ ロ ゾイ ト
初 代 メ ロ ゾ イ ト
2代 メ ロ ゾ イ ト
噛2伏
1メ ロ ゾイ ト
2代 メ ロ ゾイ ト
オ ー シ ス ト
境 原 聴
トロフ ォゾイ ト
未成 熟 ・成 熟初 代 シ ゾソ ト
未成 熟2代 シ ゾソ ト
成熟2代 シ ゾ シ ト
成熟2代 シゾン ト
ガメ ー ト,オ ニ シス ト
成熟2代 シ ゾソ ト
オ ー シス ト,ガ メ ー ト
表2,発 育 鶏卵 内継代45代E.6・ … 〃 ・の ヒナに対 す る病原 性
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対 照 群 0 9281 128(0.63)3836 oa 0
各群供試
羽 数 ユ0 1010 !0 4 4 !0i 3 3
。接 種 日 を0日 と し た
。
。群 間 の 有 意 差 対 照 群 に 対 して:*P<0 .05,**Pく0.0/
a-a間:Pく0.01,b-b間:P<0 .05,c-c間:P<α05
d-d間(病 変 の 出 現 率 に 関 して):P・=0 .037
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表3.UC一 グル コ ー ス添 加37℃2時 間 培養後 の スポ ロ ゾィ ト
か ら抽 出 した多 糖体 中の 放射能 、
実 験 区 cpmMｱSD(2) dpmグ ル コース換 算:量 μ9
background 30.39ｱ2.64 0
加熱 死 スポ ロ ゾイ ト 31.74ｱ1.46 1.35
新鮮 ス ポロ ゾイ ト 68.6912.40 38.30 0.155
飢 餓 ス ポ ロ ゾ イ ト1)101.18±10.41 70.79 0.287
!)37℃16時 間感作 後 供 試
表4,絶 食 ヒナに対 す る51代 継 代株 の病 原性
接種時の 接 種 供試
実験群
給 餌 法 オーシス ト 羽数0
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PAS指 数=ユ 検体 当 り100個 の
個 体 指数の 平均値










































スポロソ娑 トのPAS指 数 と侵 入細 胞 率
0
新鮮 ス ポロ ゾィ ト
〔PAS指 数4,7〕




接樫 生 存 スポロゾィ ト数(個/卵)
41℃16時 間感作 スボロゾィ ト接種 によ る












37℃ 感作 時 間(時 間)
図650代 継 代株 の スポ ロ ゾイ トのPAS
指 数の 消長
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審 査 結 果 の 要 旨
鶏の重要な伝染病 の一つであるコクシジウム症の原因であるEimaria属 の原虫は細胞内寄生 と
複雑な発育環のため,そ の生理学的研究が遅れ,病 原性に関与する因子の究明は殆 どなされてい
なか ったが,著 者は発育鶏卵内で累代培養 したEimeriatenellaは 発育鶏卵や雛に対する病原性
が低下 したというL(㎎(1972)の 報告に注目し,こ の弱毒化が本原虫の如何なる性状に起因す
るかを追究することとした。
著者はまず,本 研究に終始供試す る雛由来のE.teoellaK-12株 の発育鶏卵内増殖に適する諸
条件を詳細に検討 し,そ の培養方法を確立 した後,発 育鶏卵による継代を50代 以上に亘 り行 った。
この間,発 育鶏卵に対する病原控の低下は認められなかったが,継 代45代 以降のオーシス トは未
継代株に較 らべ,雛 に対す る病原性が明らかに低下 しな ことを認め,そ の症状,原 虫の組織内増
殖及びオーシス ト産生状況から,こ の弱毒化は感染初期における本原虫の活性の変化 に起因する
ものと推測 した。
そこで,本 原虫の宿主細胞への感染の第一段階を担 うスポロゾイ トの虫体内多糖体の代謝を未
継代株のスポロゾイ トを用いてinvitroで 調べたところ,そ の多糖体はア ミロペクチン様物質で
形態学的にはPAS陽 性穎粒 として観察されること,飢 餓条件下で本穎粒は温度依存性に減少 し,
その速度は雛体温に近い温度で特に著 しく,そ の消失に伴いスポロゾイ トは致死すること,グ ル
コース,フ ラク トースの添加 はこの減少や致死を抑制 し,そ の添加条件によっては穎粒の増加さ
え認め られること等を知 った。さらに,14C～ グルコースが虫体内多糖体分画中に,ま た形態学
的には,PAS陽 性穎粒内に取込まれ,そ の一部はCO2と して放出されることを確認 した。これ
らのことは,ス ポロゾィトは虫体内多糖体を利用 して活性を維持するのみではなく,虫 体外の糖
をも利用することを示 したもので,宿 主細胞外で本原虫が虫体成分を合成 し得 ることは著者がは
じめて指摘 したものである。
つぎに,温 度感作によりPAS陽 性穎粒含量を制御 したスポロゾイ トの運動性,培養細胞に対す
る侵入性,発 育鶏卵に対する病原性を調 らべ,本 頼粒を著 しく消失 したスポロゾィトは明 らかに
これらの能力の劣ることを示し,そ の病原性にこの穎粒の多寡が関与することを示唆 した。また,




株に較 らべ少 く,飢 餓時におけるその消費速度の速いことを知 った。これは雛体内でもスポロゾ
ィトを飢餓状態 に保てば継代株の病原性はより低 く表現されることを示唆 しているが,接 種前後
絶食 して消化管内を空虚に した雛でこれを確めたところ,こ の推察を裏付ける成績を得た。
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以上の知見は,E.tenellaの スポロゾイトのPAS陽 性穎粒を構成する多糖体はその活性の維
持に利用され,感 染の成立や病原性の強弱 に重要な役割を担うことを示 したもので,従 来,推 察
の域を出なか ったEimeriaの 貯蔵多糖体の意義を具体的に証 したものである。 これは寄生虫学は
もとより家畜衛生に寄与するところ大きく,審 査員一同は本論文は農学博士の学位を受 くるに値
するものと認めた。
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